© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



<§> Off enlegungsschrift 
DE 3218121 A1 



aj) Aktenzeichen: 
if) Anmeldetag: 
Sf) Offenlegungstag: 



P 32 18 121.3 
14, 5.82 
17. 11.83 



§) Int. CI. 3 : 

A61K 45/08 



A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 
A 61 K 



45/02 

45/05 

39/44 

39/385 

35/56 

37/54 

31/70 

39/04 

35/56 



< 



CM 
CO 

LU 

Q 



© Anmetder: 

Leskovar, Peter, Dr-lng., 8000 MQnchen, DE 



® Erfinder: 

Antrag auf Nichtnennung 



@ ArzneimitteUurTumorbehandlung 

Die Erfindung betrifft trrtraversal ru vorabreichenda Arznei- 
mittel zur Bahandlung von TumorerKrankungen, die einen 
Gehalt an in Liposomen und/oder Erythrozyten enkapsulierten 
ImrnLrtsllmulanlienoderCytotoxikaaufwolsen. {32 18 121) 
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Arzneimitt el zur Tumor b ehand 1 ung . 



Patcntanspriiche ♦ 

1 - Intravasal zu verabreichende Arzneiroittel zur 
Tumor b eh and lung, geketinseichnet durch einen 
Gehalt an in Llposomen und/oder Erythro2yten 
enkapsulierten ImmunatitDulqtia oder Cytotoxic** 

2* Arzneimlttel nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an In Liposamen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten, gegebenenf alls elner 
Membranveranderung unterzogenen Membranfragmenten 
oder Membranextrakten von Primar tumor- oder 
Metastase?ellen. 

3. Arzneiniittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an enkapsuliertem Interferon, Intcr- 
feroninducern und/oder andefen an »ich bekannten 
Immunstiraulantien. 

km Arzneimlttel nach Anspruch 1-3, gekennzeichnet 

durch einen Zusatz von die An t Igen- Ant ikorperr eakti on 
verstarkenden Subatanzen, 

5 * Arzneimlttel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an Peroxydbildnern, Immunotoxinen oder 
spezifiachen Cytostatika, die In Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapauliert sind, velche an der 
tiposomoberf lfiche monoklonale oder prKabsorbierte 
Heteroantikorper gegen Tumorantigene (TSTA, TATA) 
tragen. 
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Die Erfindung betrifft Arzneimittel zur Behandlung von 
Tumorer-krankungen . ZahlreicKe Porachungsarbeiten in 
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verschiedenen Landern beschaftigen sich mit den fiir die 
Tumor- und Metasta^nvcrfinderuns vorantwortlichen 
immunologischen Kontrol 3 mechanismen und haben bereit, 
jetzt viel 2 u m besa eren Verstandnia beigctr age „. 
Danach kommt den Makrophagen eine zentrale Bedeuiung 
bei der Erkennung und selektiven Abtotung von Wwllen 
ZU ' Die fib «™»i*S«id aessilen Makrophagen gehoren zu 
den Pbagozyten, also donjenigen Zellen, die Gewebe tracer, 
Fremdkorper, Mikrobien und andere Zellcn aufnehmen und - 
verdauen, die ambboid beveglichen Makrophagen zeichnen 
sich durch einen groBen spindelf crimen Zcllkem mit 
zahlreichen Vakuolen aus . E a hat sich nun herausgestellt , 
daB in zwei kritischen Phasen der Tumorentstehung und 
-entwicklung, namlich in der kritischen Friihphase der 
Erstetablierung von spontan oder induxiert transf orcierten 
£inZClzeUen und ln ^eiten kritischen Phase der 

Metastasenbildung nach Dissipation und Ansiedlung der 
PrimartuTorzellen in Sekundarorganen die Aktivicrung der 
fur die naturliche Imamnabwohr gleichfalls verantwortlichon 
NK-.NC- und K-Leukozyten nur iiber aktivierte Makrophagen 
verlauft bzw. nur in deren Anwesenheit f unkt ioniert . Nach 
einigen Untersuchungen sollen selbst bel der s P e zi fi S chen 
Cytotoxicitat der T- Lymph ozyt en Makrophagen beteiligt B ein, 
dies ftihrt zu einer Erhohung der lumunogenitat durch 
Umwandlung der Antigene zu sog enMin ten Supera„ti genen . 
Vorbeding U „g fur die unspezif ische Tumoriziditat der 
Makrophagen. die genau zwischen transf or^iert en und notion 
Zellen in syn- , alio- und gar xenogenen Systemen unter- 
schexden kbnnen und fceine Resisted, die sonst regelmaQig 
1)61 C y stost «*iKa und Be«trahlung beobachtet wird, auslosen, 
1st deren Aktivierung; nicht aktiviorte Makrophagen sind 
xneffektiv. Nach spe Z ifi.,cher oder unspczifischer Stimuli*™* 
~erde„ Makrophagen selektiv tun.ori.id. Diese Eigenschaft 
1st so ausgepr-agt. daB bisher noch keine Tumorze 1 1 subpopu- 

lCl wor,lfin »ind t die clou «kt J vi err t cmi 
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Makrophagen gegeniiber Resistenz entwickeln wiirden t im 
Gegensatz zu der regelmaflig beobachteten Resistenz einiger 
weniger Tumorzellclones gegeniiber alien Cytostatika 
und Bestrahlung* Dieser Umstand 1st deshalb von 
besonderer Bedeutung, da man heute vreifl, daB jeder 
Tumor aus ciner groBen Anzahl von Subpopulationen 
besteht, die sich im Phanotyp, Karyotyp » Rezeptoran- 
wesenheit , Immunogenitat , Antigenstruktur , Metaetasen- 
neigung und Ansprechbarkeit auf Cytostatika und 
Bestrahlung unterscheiden. Durch die Resistenz der 
Subpopulationen konnen Turoore spater zu Rezidiven 
fiihren, Durch die selektive Abtbtung der nicht 
resiatenten Tumorzellcones gewinnen die resistenten 
Tumorzellen sogar einen Sel ektionsvorteil . Dies wird 
besonders plausibel , vrenn man die Erkenntnisse amerikaniscl 
Forscher ins Auge faflt , wonach Subpopulationen innerhalb 
des Prima r tumors eine grofte phanotypische Diver si tat 
entwickeln, sobald sie aus dem Tumorzusararaenhang , wie 
z.B. bei Versuchen in Form der Monoklonierung rait 
anschlieftender Koloniebildung , befreit werden. Die Zellen 
unter2iegen danach im Turoorgewebe einer gegenseitigen 
Kontrolle. Wie Forschungen in Israel jTestgestellt haben, 
kontrolliert der Pri mar tumor auch die Metastasen, die nach 
Entfernung des Primartumors "explodieren" konnen- Auch 
im Tierversuch zeigt sich, daft eine niedrige 2ahl von 
Tumorzellen zvar zu kleinerem Tumor fiihrt', die Metaatasien 
j edoch ausgepragter sein kann • Da die Aktivierung von 
NK-Zellen, die in erster Linie fur die Verhinderung des 
Angehens von den orsten transformi ert on Zellen und spater 
von den dissemi ni ert en Tumorzel 1 en in den Pramikroraeta- 
stnsen verantworil ich gemacht werden, iiber die Makrophagen- 
aktivierung verlauft t ergibt sich darnus die zentrale 
Rolle der Makrophagen bei der Bekampfung von Tumorzellen. 
Es Sst auch bereits bekannt , daB die Makrophagetiaktivierunj 
eine direkte Funk t ion der Immunst imul atorzugatigl ichkeit 
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ist, wie am Beiapiel der immunpotenzierenden synthetischen 
Polyanionen oder am Beispiel von bakteriellen 
Lipopolysachariden gezoigt werden konnte. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daber die Aufgabe 
zugrunde, die Zuganglichkeit von Imrauns timuJ at ien 
oder Cytotoxika zu verbesaern. Zur Lbsung dieser Aufgabe 
werden Arzneimitt el vorgeschlagen, die dadurch gekennzeichr 
eind, dali sie einen Gehalt an in Li po somen und/oder 
Brythrozyteu enkapsulierten- I mroun stimulant ien oder 
Cytotoxika aufweisen, wobei die Tranp or t-Lipo somen bzv, 
-Erythrozyten ira Falle der Cytotoxika an der Oberflache 
rait assoziierten oder kovalent gebundenen tumorspezi- 
fischen Tmmunglo bul inen beladen sein muss en. Die 
Liposomon sind diskrete fcollpart ikel , die itn wesentlichen 
aus Phopholipiden bestehen und in multi lamellarer Form 
vorliegen; Die Liposomen werden in erster Linic durch 
Makrophagen phagossytiert bei der sogenannten "clearance" 
der Liposomen aus der Blutbahn. Nach der Phagocytose 
werden die in den Liposomen enthaltenen Verbindungen 
iiber Phagolysosomen in das Cytoplasma internasiliert * 
Wie man bereits von Untersuchungen mit Liposom-enkapsul iert 
Muramyl-Dipeptiden oder MAP ( makrophagen -aktivier end er 
Faktor her weifl , uben dieae immunst imulier enden Substanzen 
schon in einer Konzentrat ion , die nur l/5oo bis 1/20*000 
der Dosierung der gleithen Substanz irn liposorofreien 
System betragt, auf die Makrophagen eine starke 
stimulierende Wirkung aus- Die Liposomen lassen sich nach 
dem in Cancer Research 39, 881 pp 1979 beschriebenen 
Verfahren mit verschiedenen Verbindungen beladen, wobei 
im vorliegenden Fall Immunst imulanti en oder Cytotoxika 
angesetzt warden. Anstelle der Liposomen konnen auch autolo 
homologe heterologe, gogebenenfalls vorbehatidelt 
Erythrozyten, gut phagocyt ierbare , inaktivierte Bakterien- 
stamme oder auch homo- oder heterologe Makrophagen, die 
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zuvor In-vitro die I mmunat imulator-entbaltenden Erythrozyten 
intemalisiert hatten, cingesetzt warden. Auf diese Weise 
lassen sich die Immun stimulator en in hoher Konzentration 
und gezielt an die Zielzellen und die korpereigenen 
Makropbagen weitergeben- 

1 m AIs tamorapezifiacbe Immunst imul ant ien eignen sich 
erfindungagemaB : 

1.1. Membranfragmente und/oder Merabranextrakte von 

Metastasenzellen 

1-2 . Membranfragmente und/oder Membranextrakte 

von in ihrer Oberflachenstruktur gezielt 
verandertcn Primartumor- und Metastasenzellen 
wobei die Ausgangstumorzellen mit heterophilen 
Ant ikbrpern voropsonisiert sein koiinen. 

Die gezieltc Membran- ( Zel 1 oberf 1 achen- ) 
Veranderung kann durch nachfolgende Behandlungs- 
arten verwirklicht werden : 
1.2- 1. Behandlung der Turaorzellen mit Lektinen und 

Protelctin en 

1.2.1.1- mit concanavalin A (Con A), welches spezifisch 

diedL-D-Glucose und .H-D-Mannose-Saccharidengrupper 

an der Zelloberf lache bindet 
1.2.1-2. mit VGA (Agglutinin aus Weizenkeimlingen) , welche* 

fur die endstandigert N- Ac e tyl - D-Gl uco saraingruppen 

spezifisch ist 

1.2.1.3- mit SBA (Agglutinin aus Sojabohnen), das mit den 
N-Acetyl -D-Qilactosamin-Endgnippen spezifisch 
reagiert 

1.2.1.4. mit riem Agglutinin aua Ricinus communis, welches 
spozifisch die D-Gnlactosc- und L-Arabinose- 
Endgruppen bindet - 

COPY 



- 6 - 



3218121 



Weitere interesaante Pflanzenft^lutinine sind 
noch Bxtrakte bus Lotus tetragonolobus, 
Phaseolus lira en sis, Dolichos biflorus , 
Limabohnen (PHA) Phytolacca americana, 
Laburnum alpinura, Vicia cracca, Sophora 
japonica, solanum tuberosum, Sambucus nigra, 
Mar a ami us oreades u.a. 

Aucb proteolytisch teilgespaltene Lektine, 
die ihre Spezifiiat beibehalten haben, sind 
interessant, well aid die K on takt inhibit ion 
restauriereu und die Oberflache von Tumorzellen 
immunogener gestalten kdnnen ► Sehr interessante 
Gruppe stellen.auch die Protektine dar. Zu 
diosen tierischen Agglutininen gchoren Extrakte 
aua Helix pomatia , Helix hortensia, Otala 
lactea , Sal mo sal ar , Salmo irideus etc, 

1.2.2* Behandlung der Tumorzellen (Priraartumor- und 

Metastasenzellen) durch Enzyme, die die Ober- 

f lachengruppen abspal ten 
1*2*2.1. mit RDE (-"receptor destroying enzyme", 

Neuraminidase, sialidase): Abspaltung der 

enfetandigen Neuraminsaure-Einhciten 
1*2.2.2. mit speZp Glycosidasen und 5-Glycosidasen) : 

Abspaltung endstandiger Saccharideinheit en 
1.2-2.3. mit spez. Glycosaminida sen (Miicopolysaccharidasen 

Abspaltung •ndstandiger Glycosamine bzw. Ober- 

f 1 achenmucopoly saccharide 

1.2.2.4. mit proteolytischen Enxymen (pronasc, Papain u. 
Trypsin): Abspaltung von Mucoproteiden u. 
Lipoproteiden der Zelloberf lache 

1.2.2.5. evil . leichte Behandlung mit El ast ( in)ase , 
Collagonase, Phosphatase u. PNasc. 
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Behandlung der Turaorzellen mit Perjod a t 
Vorsichtige Vorbehandlung der Lyophilisierten 
Tumorzellen (lurch 1 ipoide Losungsmittel 
Dehondlung der Tumorzellen mit lodoacetat 
oder lodoacetamid oder N-Athylmalextnid , 
die alle mit den Sulfhydrygruppen reagieren 
Behnndlung der Turaorzellen mit Dinitrophenyl - 
atninocaproat oder TNBS ( 2 , h , 6-Trinitrobenzyl~ 
sul fonaaure ) 

Behandlung der Tumorzellen tnit (DNCB) 
(Dinitrochlorbenzol) oder DNBB (Dinitro- 
brombenzol ) 

Behandlung der Tumorzellen mit Formaldehyd- 
Loflung oder Guanidin/Harnstoff • 
Die milde Behandlung der Tumorzellen mit 
Formalin ist deshalb von besonderem Interesse 
da, vie bei Dipht erie-Toxoid , die immunologisi 
Spezifitat nach dor Behandlung der Zellen 
nicht vcrloren geht und man von einem 
weiteren Vorteil profitieren konnte. namlich 
der Tatsache, daB Antisieren gegen ein mit 
Formaldehyd behandeltes Protein Kreuzreaktivi 
mit anderen f orraaldehydbehandelten Proteinen 
(Zellen) eingchen , se bst wenn zwischen den 
nativen Formen der Proteinzellen keine 
Kreuzreaktivitat besteht. Die let ztgenannt e 
Eigenschaft formal inbehandelter Zel Iproteine 
diirfte nur ein Sonderfall einer allgemeineren 
Beohachtung sein, wonach rionaturierte Protein 
sehr oft inununologische Kreuzreaktivitat auf- 
weisen. Diese Eigenschaft formal inbehandelter 
Tumorzel 1 -Oberf 1 achenproteine konnte eine 
wichtige Rol3e bei der angestrebten Durch- 
brrchung der "small-dose^-Paralyse gegeniiber 
Tumor-, speziell Met astasenzel 3 n spielen. 
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Debandlung der Tumorzellen mit Glutardi al dehyd 
Dehandlung der Tumorzellen mit Picrylchlorid 
Behandlung dor Tumorzellen mit einigen Farbstoff, 
die mit Protoinen (der ZelloberfHche) stahi3e 
Verbindungen eingehcn, zum Beispiel ; 
Coomas*ie R-25o; Araidoschwarz loB; Nigrosin; 
Dibromotrigulfofluoresc^in; Procioii Brilliant 
Blue RS; Fast Green (F.C.F., Food Green 3); 
Xylene Brilliant Cyanine G (Cooaassie Brilliant 
Blue G 25o) Red W und FDNB 

Kovalente Bindung von Proteinen (flags") und 
kontrolliert synthetisiert en Polypeptiden an 
Primartumor- und bevorzugt an Metastetsenzell- 
oberflacbenstrukturen zwecka Imniunogenitats- 
steigerung. 

Synthetische Polypeptide konncn linear oder 
verzweigt sein, z.B. in Form eines Hauptstranges 
mit Seitenketten. Sie kbnnen aus einer einzigen 
Aminosaureart aufgebaut sein, z.B. al s 
Poly-d, 1-Alanin oder Polytyrosin oder auch 
aus 2 oder 3 ver scb iedenen Amino sauren kombiniert 
Werden diese Ketten als Haptene an Antigene 
angehangt, so konnen sie die Immungenitat des 
Trager-Antigens gunstig oder ungunstlg 
beeinflussen. Poly~d , 1-Alanin als Hapten setzt 
die Immunogenitat des Tragers herab. Polytyrosin- 
ketten steigern die Immunogenitat des Trager- 
antigen* und konnen sogar Gelatine iramunogen 
machen. Im aUgcmoinen sttigcrt Verschied enh e 1 1 
der Aminosaurcn eines synthet ischen Antigens 
seine Immunogenitat. Wesentliche Anforderungen 
an ein solches Ant igenmol ektil sind eine stabile 
Grundstruktur, eine nicht zu hohe elektrische 
Ladung und Position der immunogen vichtigen 
Tyrosine an den exponierten Stellen der Seitenkett 
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Die kovcl exit e Bin dung von immunogenitats- 
steigerndeu Proteinen an die Tumorzell- 
oberflache kann mit Hilfe der speziell 
in der Af finitiitschromatographie vielfach 
erprobten Tec hniken wie EDAC , BrCN, 
N-Hydroxysuccinimid-Ester und BDB (Bis-diazo- 
benzidin ) erfolgen. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der 
Kopplung iiber hexaazotiertcs Pararosanilin. 
1.2.13. Dielmmunogenitat konnte gesteigert und die 

'aow-zotieVlow-zone'Vamall-dose" Toleranz 
durchbrochen werden, wenn Priwartumor- und 
vorzugsweise Metastasenzellen mit Myel omzel len 
hybrid i si ert und Zellmcnibranfragmente und 
-extrakt e so gebildeter Hybridome als Liposom- 
Enkapsulate injiziert werden. 

Man weift von den Versucheu mit den (nicht- 
enkapsulierten) Int erspessies-Hybridorazell en her 
daft diese Hybridome nach der Inokulierung 
35 urn Unterschied zu den urspriins 1 ichen Tumor- 
zellen nicht angehen, weil sie wegen der homoloj 
oder heterologen Histokompatibilitatsant igene 
an der Zel loberf 1 ache immunologisch abgestossen 
werden- -Dies ist ein wichtiger Gesichtspunkt 
bei den.Uberlegungon »ur Durchbrecbung der 
oben erwiihnten <'low-zone»/"small-dose"-Toleranz 
also der Paralyse des Iramunapparates in 2 kriti, 
Abscrhnitten der Tumor en twickl ung , in der Fruhph 
der Etabliorung crater transformierter Zellen 
und in der 2. aufiorst kriti.schen Phase der 
Etabli**rung di ^semi ni ert er Metastasenzellen 
in Kolonien ( Z"*riim i kromot as t a ,s en ) , wodurch ein 
kurablr>r Pri rah r tumor zum inkurablen Metastaaen- 
begleitetcn Tumor wird. Die Tatsache, daft disse 
minierte Tumorzellen als gut zugonglicho Einzel 
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und Mikroaggregate in der Blutbnhn dor ' 
immunologischen Surveiliance entgehen konnen, 
l"»Bt sich kaura anders als durch die erwahnte 
n low-zone t '/ ir sniaIl-do3e , '-Para]y8e deuten. 
AusscbJaggcbend durfte hierbei das ".shedding" 
der (Tumor (neo) antigene) ( TATA , TSTA ) in die 
Blutbahn sein, d.h. das persiaticrende, gleich- 
maftige Ausscheideu von geringen Mengen (schwacher) 
Immunogene , der labilen und speziell in Form von 
ImmunkomplGxcn leicht von der Turaorzellmembran 
ablosbaren Tumorautigene, 

Der erfindungsgemafte Vorschlag, durch gezielte 
Veranderung der Tumorzelloberf lache , sei es durch 
kontroJJierte enzyraatische oder chcmische Behandlun 
bzw. kovalente Kopplung von iraraunogenitatastcigernd 
Proteinen und synthetischen Polypeptidcn, sei es 
durch Hybridisicrung (Interspezieis-Zellhybride) , 
die Kreuzreaktivitat zu erhi.hen und durch diese 
Xenogenisation "schlafende 11 , inaktive Clones der 
kleinen Lymphozyten( "memory cells") aur Proliferati 
und zellverraittolter Zytotoxiztit a t anzuregen, crhal 
starke Impulse in neuesten Erkenntnisaen der 
Immungenetik, wonach* wie am Model 1 des 3-LUTumors 
gezeigt, inokulierte Tumorzellen nur in jenen 
Mausestammen zur Metastasierung befahlgt war en, 
die eineit identischen H-2 h -Haplotyp aufwiesen. 
So geringe Unterachiede wie beispielsweise 
Differenzrn irn II-2 k t h-2^, H-2 a oder B-2 S -Haplotyp 
dea MHC der MHusestJmme reichtcn aus , urn das 
Angehen der Metastasen zu verhindorn- 
Als unspczifische Immunst imulant ien elgnen sich 
erfindungagemaft Liposoro- und Erythrozytcn-En- 
kapsul at e von : 

Interferon (z.fl. Recombinant Interferon A, 
gonercll: f ibrpepi thelles leukozitarns und 
immuninduzicrtes, d.h, durch Antigen- und/oder 
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Mitogen-Kontakt induziertes Interferon) 
2.2. Interferon- Indue era 

2.2*1. Polyribonucleotide (stabilisiert mit CM-Zellulose 
und Polylysin) 

2.2.1.1 . Einstranghomopolymi*re poly rl. 

2.2.1.2. Doppel st ranghoraopo Lyme re .poly rl : rC 

poly rA:rU 

2.2a*3*Alternierende Copolymere: poly rI:rC/poly rArrU 
2.2.1.4 Homopolymere-Copolyroere : poly rlipoly rC;rG 
2.2.2. Polydesoxyribonucleotide (stabilisiert ra. 
CN-Zellulose und Polylsin) 

2.2.2.1 Homopolymere poly dA:dT 

2.2.2.2 Polydesoxyribonucleotid-Analoge poly sI:sC 

(Thiophosphat an Stelle 
von Phoaphat 

2.2-3- Polyribonuc U»otid-A«gregate poly rl : rC/DEAE- 

Dextran 

poly rl : rC/poly-L- 
Lysin 

(Die Bindung An poly- 
L-Lysin erhoht die 
Stabilitat) 

2.2*4. Niedermolekulare Interferon- Inducers 

Tilorone ( Bis-diathylamino-athylf luorenon) , 
kationiache Farbstoffe wie Acridin und Quinacrin, 
Propan-diamin, Merc apt oallcy 1 amine , BL-2o8o3, 
MA-56,AET > U-25/l66, PMA ( =2Phorbol-Myris tat-Acetat ) , 
Cimetidine. 

2.2.5. Andere Immunos t imulatoren , die z.T. iiber Interferon- 
Induktion der Immunabwehr steigern, sind 

2.2.5.1 Bakterien und ihre Extrakte (Lipopolysaccharide , 
Lipid A t Endotoxlne, Toxoide) 

BCG t Brucella abortus, Brucella melitensis, 
Corynebac teriuro parvum, Haemophilus influenzae T 
Klebsiella aerogenes, Listeria monocytogenes u.a. 
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2*2.5-2- Lektine und Protektine, z-T. proteotytisch 

vorgespalten Cone n naval in A , VGA , SB A , PHA , PNA , 
Phytohamagglutinine (Lektine) aus Phaseolus 
limensis, Lotus te traponolobus » Dolxchos 
biflorua, Phytolacca araericana etc. sovrie 
Protaktine aus Helix hortensis, Helix po^tin, 
Otala lactea , Salmo solar r Sal mo irideus etc . 

Von besonderera VorteiL sind Kombinationen 
I von 2.2. 3-1. und 2.2-3-2* z.B. von BCG and 

Con A sowie von 2. 2-3. 2.. and Neuraminidase- 
vorbehandelten 2.2-3-1- z.B„ PNA (»peanut 
agglutinin) und Neuraminidase vorbehandelten 
BCG^ Der Effekt kann durch gleichzeitige 
Injizierung von unveriinderten oder in ihrer Ober- 
flachenstruktur gezielt veranderten (Primartumor- 
oder Metastasen-) Zellen noch verstarkt* werden. 
Interessant sind auch basiache Polymere (PolyXsin, 
Protarainsulfat). An Stelle von BCG kann der 
Methanol-Extrakt aus BCG (MER ) oder die gereinigte 
aktive Substanz aus. BCG (MDP t Muramyl-Dipeptid) 
verwendet werden. 

2.2-5-3- Planzenextrakte Lentinan und Pachymaran bzv. 
Carboxymethyl-Pachyniaran 

2-2-5*4. KLH ( Keyhole -1 impet -hemocyanin , Leatil, 

Levamisol , Zymosan, TNP-KLH (Trinitrophenyl- 
KeyhoXe-1 impet -hemocyanin) 

2*2.5*5- Statolon, Pyran-copolymere (MaleinsSure- 
Divinylather-Copolytncre) , COAM (n.Claes), 
Levan, Triton WR 1339 

2-2.5-6- Thymus-Hormon (Thymus-Extrakt) 

2.2.5-7- 13-cis-Retinoid, waaaerlosliche Selen- 

Verbindungen (z.B. Na-Selenit) und li-Salze 
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2*2.5-8. Oxazolone ( ein T-Zell -St imulator ) 

2.2.5-9- Ca ? (P0 4 ) 2t BeSO^, Vit .A/Bentonit 

2.2.5.1o. Hiu I u. II, Wax C f US^behandelte Bakterien 

3„ Zur direkten oder indirekten Unt er s tiitzung der 

aktiven Phagoxytose empfiehlt sich erfindungsgemaS 
die Liposom-Enkapsul ierung von: 

3.1. Prostaglandin- Inhibitor en { Indomethaxin , Aspirin ) 

3.2. Inhibitoren der Enzyme Superoxid-Dismutase und 
Katalase . 

Eine ahnliche Wirkung konnte der lokale Entzug 
von Ascorbinsaure , Glutathion und Vitamin E 
als Elektronen-Akzeptoren haben. 

Vorteilhaft ist die Enkapsulierung von Peroxydase, 
weiterhin von Peroxid ( Persulf at=Peraulfat= 
Peroxodisulfat ,Hypohalid) , allein oder mit 
Ha. lid kombiniert, sowie von Katalaae-Inhibitor 
Amino tr tazol f mit dem Ziele, den vom Makrophagen 
ausgehenden tumorizidcn EfTekt Uher H 2 °2 ZU 
unterstiltzen bzw. zu atarken. Interessant in dieser 
Beziehung sind neueste Forschungsnrgcbnisae , nach 
denen das H 2 °2 reauz *- eremie und hiermit inaktivierende 
Glutathion die Tumorzolle vor Zellyse durch den 
Makrophagen schiitzt und durch Unterbindung der 
Glutathionnachbil dung mi 1 1 e Is OCNXJ- verrai 1 1 e 1 1 er 
spezifischer Hemmung des beteiligten Enzyas 
Glutathion-Reduktase dieser protektive Effekt 
rlickgangig gemacht we r den kann. 
3-3- Dibutyryl-CAMP , Ionophor A 23 18? und Mitogene 

(allgcmein) t die iiber die Regulierung des 

2+ 

intrazel lularen Ca die Lymphozyt enprol i feration 
stimulieren* 

Da die Mitogen-atimulierte Lymphozyt entrans- 
formation, die die eigentliche Mobilisierung der 
kleinon Lymphozyten ("memory cells") einleitet, 
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nur in Anwcsenhcit von (extra/.d luliircn) C.i + v - I c>rn-n 
erfolgen fcann und die Mitogene de Ca + + -Infhix in di- 
Lymphozyten indussieren, und da diesor Ca +f -Influx 
durch Dibutyryl-cOMP beschleunigt (und durch 
Oibutyryl-cAMP inhibiert ) wird, 1st eine Liposom- 
Enkapsulierun s von Oibu tyryi-cGMP als eino der 
Mo s lichkeiten zur Anrogung der Lymphozyten /.ur 
Proliferation in Betracht zu Ziehen- Eine vroitere 
Moglichkeit ergibt sich durch die Enkapsulierung von 
lono.phor A 2318?, welches die Lymphozyten- 
proliferation fordert. 

Da nach den modernen Theorien die Phagozytose , Bxotyzo 
d die Lysosom-Phagosom-Fusion durch die intrazellular 
Ca -Kona&ent ration iiberwacht verden ? indem die 
membranvermittelten Signale uber Ca + + -Inf lux: bzw. 
Mobiliaierung intrazeilularer Ca ++ -Depots den 
basalen Ca ++ -Spie£el kurz^eitig von Io" 7 M auf 
lo -lo M anheben und hierdurch das Funktionxeren 
des intrasellularen Ac t i n/Myosin-Mcchani snuis itn 
Mikrofilament- und Mikro tubutus-Sys tern (CytoakeUton) 
ermoglichen, kann ein Transport von Ca ++ -Ionen 
<Z.B. als CaCl 2 , ± n Liposoraen enkapsuliert) 
durch die Zellmerabran unter Umgehung der Membran- 
ionensperre zur MakrophagenstimuUerung fiihren, wobei 
durch die Wahl einer gUnstigen Ca ++ -Depotform der 
Effekt protrahiert word en kann. Die Wirkung 
des oben erwahnten Ionophors A23I87 durfte" auf die 
Mobilisierung des intraze llularen Ca ++ -Depots 
asuruckgehen; interessant erwoi ae konnen bereits 
extrem niedrige Konzent rationen des crvahnten 
Ionophors (lo -9 ) die Zelle (z.B. den Makrophagen) 
vreitgeherid unabhlinglg von extrazellularen Ca ++ und 
raachen. 

Da Substanzen tnit Affinitat fur hydrophobe Regionen 
der Makrophagenmembran dieselbe permeabler fur 
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(zweiwertige) Ton n machen, kann es von Vorteil sein, 
die Liposotn-Oberflacho mit Proteinen, reich an nicht- 
polaren Seitenketten oder solchcn, die durch spezialU 
Formen der Denaturierung stark hydrophoben Charakter 
erhalten haben, zu beladen. 
3 ./ k . Da bei TunS^rossion niedrige und bei Tumorregression 

hone CAMP-Spiegel gefunden wurden und da roan eine 
CAMP-CGMP-Regulierung der Zellproliferation annimmt , 
kann eine lokale (intrazsllulare) Stinulierung der 
Adenylcyclase einen tumorhemmenden Effekt haben, daher 
Lipoaom-Enkapsulierung von Theophyllin, Caffein, 
Catecholaminen (incl . Epinephrin, Norepinephrin und 
Isoproterenol) und anderen cAMP-S t imulator en (die 
erstgenannten zwei Methy Ixanthine erhShen den cAMP- 
Spiegel iiber die Pbo«phodie«t.r.«e-H«mmung 1 die Catecholamine 
dagegen Uber die Adenyl-Cyclase-Stimulierung, oder direkte 
cAMF-Enkapsulierung. 
3.5. Liposom-Enkapsulierung von Thioglykol lat ( Makrophagen- 

Aktivator) . 

4. ErfindungsgenaDe Stimulierung der Liposom-Phagozytose 

("Liposom-Clearance") bzv. der .Liposom-Membran-Fusion 
durch: 

4.1. Polyathylenglybol (PAG=PEG) 

PEG verstarkt die Ag/Ak( Antigen/ Antikorper ) - 

Reaktion. Dieser Omstand ist insbesondere deshalb 
interesannt. da das PEG (in einer rel. hohon Konzontration 
von 4o%) bei der Zellfusion (Zellhybridierung) nach Kbhler 
und Mil stein eingesetzt wird. 

Mit PEG kombinierte Lipoaomen konnen zu einer erleichterten 
Phagozytoae und hiermit Int ernallsierung des liposomen- 
gehalts in phagozytierenden ZeLlen AnlaB geben. Die 
optimale Konzentration und Polymer isationsgrad (Molgewicht) 
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des PEG miiftten empirisch hcrausgcrunden werden 
(Orientierun^swert: W-igc PEG-Lbaung, MG 6000} . 
Eine ; t?6-ige PEG-Losung beschleuni^t wnsentlich 
die Ag/Ak-Reakt ion und verkiirzt die b<*notigte 
Intubationadauer . 

Bine 12 t 5#ige PEG-Losung prazipitiert selektiv 

die an AntikiSrper gebundenen kurzkettl^en Proteine 

und Peptide bei homogcncr ( T, solub 1 e-phas e n )RIA . 

Po lyvinylpyrrolidon 

Po 1 yvinyla lkoho 1 

Polyvinylacetat 

Hydroxyathylstarke 

Dextran, DextransuLfat , Polygucrosa f 
Dext.ran (po^) phosphat irtd Phtalaaure-Ester 
Dextran (z.B, als 'iftigo Losung) und Poly- 
sucrose (sc.O. als l^-ige Lbsung} erhohen die 
Rosettenbildung (Bindung von SRBC and T-Lyropho- 
zyten) ; es werden auch bei minimaler SRBC-Beladung 
(Opsonisierung) mit Immunglobulinen Rosetten 
gebildet und die Empftflhindl ichke i t gestei^ert t 
Von der haraatologiach-immunologischen Arbeit 
her kennt man die gute Vertraglichkeit der unter 
3-6. aufgeriihrten Substanzen. 

Bekanntlich wird Dextran zur Leukozytensediraentierung 
und als Blut expander verwendet. 

Phtalsaure-Ester werden zur Gradient enzent rif ugat ion 
der Zellen verwendet, 

Geringer Zusatz (bei lokaler Anwendung) von 
Ammonaulfat 

Ammonsulfat erleichert den Ag/Ak-Kontakt 
Cholesterol 

Das freie und das (an der C^-IIydroxy I gruppo ) 
vereaterte Cholesterol konnen einen wichtigen 



Einflufi auf die Incorporation von Liposomes 
ausiiben. Es sollte in Mul t i 1 amellarvesikeln 
integriert werden (Cholcsterol*haltise Liposora- 
vesikeln) . Interessant ware seine Wirkung auf 
Fusion und Phagozytose unterschiedlich aufge- 



bauter Liposome in Anwesenheit auch von PEG 
oder DMSO/Glyccrin/Glycerin-monooleat - 
Die Komplcment-Bindung bei der Cytolyse durch 
T-Lymphoaiyten erfolgt nur, wenn der- Menibrangebalt 
an freiom Cholesterol 35 Molprozente uberschreitet , 
wahrend die Ant ikorper- Bin dung unabhiingig vara 
Cholesterolgehnlt der Zemmmerabr an erfolgt . 
AET: Auch AET erhoht die Empf indl ichkei t der 
Ag/Ak-Rcnktion und kann mi t Liposomen kombinicrt, 
die Phagozytosc und Internal isierung des 
Liposom-onkapsul ierten Materials beschl eunigen . 
Geringer Zusfltz von Ag/Ak-Kontakt erhdhenden 
Substajiznn . 

Aus der Jcimuncheraie stammt die Erfabrung, daft die 
Ag/Ak-Reaktion {Prazipi tat-Linie t Halo-Linie durch 
Formaldehyd <lo?iige Losung), Tannin (l?£-ige Losung), 
ft-Xaphtoquinon-i-sulfonat u- Ninhydrin (je l#ig) 
intensiviert wird - 

Goringor Zusatz von Zel Imembranpermeabilitat steigender 
Substanzen DMSO und Glycerin erbdhen die Zellmem- 
branpermoabil itfit • Beide sind gute kryoprotektive 
Mittcl. Eigene 
kryobiologische Untorsurhungen haben gczeigt, dafl 
nuch da* ohrn bpRprm-honr PEG nus^zeachnete 
kryopmtekt ivc Kigm.scbaf t i»n bcaftzt . 
Geringer Zusntsfi von somipolaren Verbindungen 
(Acct <imid , Forraamid) . 

Wogon des halbpolaren Charaktcrs, der awischen 
tipophoben und lipophilcn Bereichcn vcrmittclti kann. 
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sind. Ac amid und Form.^mid im 7,u.sair.mfnhan«; 
tnit der Liponom-Forschung von Intnrcrssso. 
'ft. 13- Ceringor Zuaatz von ( a ) ka t ioni schon ( b ) 

anionifschen und (c) n ich t ion lac hen Tens id on ♦ 
Spuren von Tenfjiden { obor f lactic naU t iven 
Subatanzcn) 3ind t*egen ihror starkon Ben in f 1 uasun & 
der Zellmembran und ihrer RigiditKt von zentral^r. 
Interesse bei denj Studium der Liposom-Zetlmembrnn- 
Int erakt ion. 

Besonders intersssant sind dabel Verbindungen i 

bei denen baaische Gruppen mit Langen nl iphat ischen 

Ketten (mit 12 odor mehr C-Atomen) kombiniftrt sind, 

da immunologischc Untorsuchungen gezcigt hAbcn, 

daft Verbindungcn diesca Typs wie quatcrniire 

Araraoniumverbindungftn , substituiert e Gunnidine und 

Benzamidinc eine klare adjuvante W i rkung aufweison. 

Dieser AdjuvansoCfokt vrird mit der FohlRkoit in 

Zusamtnenhang ■gehrncht , Zellmcmbranen .iktiv zu 

beeinflussen. TatMachlich Keifi roan von vielen 

Ad Juvant ien , daft sic in der Lage sind, Lysosomen 

in ambbbiden Makrophagen aufzuloson wie von 

3aponin a Vitamin A t Endotoxin* 

'ft.13.1 Beispiele katiotiischer oberflachenaktiver 

Subatanzen sind Benzyldimethyl-alkylaminonium- 

chlorid (Hyamine- 35<>o , Denzalkoniumch 1 or id ) ; 

Benzyl diisobbutylphenoxyiithoxydimc thyl- 

Ammbniumchlorid (Benzethoniumchlor id , Hyamine 

1622 , Phemerol ) ; Ce tyi t rime thyl ammo niumb 10 mid 

(CTAB , Hexadccyl-trimothyUnmoniumbromid) 1 

N-Benzyl-N, N-dime thy 1 -N- ( 'k- 1 , 1,3, 3-tetrarae thyl butyl )- 

athoxv^. , , . 
phenoxya thyl ) -ammo rti time h lorid ; N-Benxyl-N , X- 

dimethyl-N-(>i-(l f 1 , 3 , 3- tctrame thylbuty 1 )- 

tolyloxyathoxyathyl )-ammoniumchlorid 
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4.13.2 Heiapiele anionischer oberflachenaktiver 

Subatanzen sind Butan- I - sul f onaaure-Na-Snl 2 ; 
Dodecan-l-sul fonsaure-Na-Salz ; Hexadecan-1- 
sulfonaaure-Na-Salz ; Cb tadecan- 1-sul f onsaure^ 
Na-Salz; Tetradecan-l-sulfonsaure-Na-Sal z ; 
Schwef elaauredecylestcr-Wa-Salz ; Schvref el- 
saureoctylester-Na-Salz ; Schwef e I saureoc tade- 
cylester-Na-Salz 

4.I30- Beispiele toil- oder nicht ionischer oberflachen- 

aktiver Substanzen: Nonylphenolpolyathylenglycol- 
ather ; Tetrapropylenbenzolsulfonsauremethylester ; 
Octylphenolpolyathylenglycolather ; Polyathylen- 
glycolmonolaury lather; Polyathylenglykolmonostearyl- 
ather ; Polyathylenglykolmonostearat - 

Besonders interessant ist belm Liposom-S tudium der 
kombinierte Zusatz von PEG und Polyathylenslycol- 
mono 1 auryfether (bzw. PEG und aein Monost earylather 
oder PEG und aein Derivat Monostearat) , d.h. die 
Korabinierung der Lipoaom-Phoapholipide mit PEG und 
den aus PEG abgeleiteten nichtionischen Tensiden. 
Tenside konnten mit Formamid und/oder Acetamid 
kombiniert werden, 
4*14- Lipo s om-Enkapsul i e rung bw. Phospbatid (Phospholipid) 

beimischung zum System Mineralol-Bmulgierungsmittcl 
Mannitol-Oleat oder Lanolin) ira inkompletten oder 
kompletten (d.h- mit abgetoteten Mykobakt or ien 
vcrsehcnen) Freunds Adjuvans kcinnte den Adjuvana- 
(iffekt wahrend der Makrophagensensibilisierung 
erhohcn. Auch hier konnen PEG , AET, Ten side t apeziell 
kationische und nicht ionische in geringaten 
Doaierungen weitere Vorteile mit sich bringen. 
Von besonderem Interesse sind auch quaternare 
( Ammonium )bas en , da ale schon allein als 

Adjuvantien wi rken konnen. 
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*t.l5 Liposom-Enkapsul ierung b»n* Adsorption an 

kolloidale Suspension von A L urn in iumbydroxyd oder 
Alaminiuraphosphat oder Dontonit/Montmoril Lonit t 
in Kombination auch mit PEG * AET, Tension, 
Mineralol/EmuT gator Uaw. sind ebenao von Vortcil. 

5* ErfindutigsgemaRe Ve i teron twiqkl ung von mul t i 1 nme I I ;irrn 

Upoaom-Vesikeln 

5*3-* Boi der Weit erentwicklung der LIpogomen zwecka 

Erhohung der Interaktion Liposom-Zel Lmembran und 
Erleichterung der Internalisierung des Liposom- 
inhaltes kommen auch Kombinationen der obenerwahnt en 
Fhosphoglyceride mit weiteren Verbindungen in 
Betracht vie Phosphatt idy Lathano lamin (Cephalin), 
Phosphatidyliriositol , Diphosphatidykgkyc erol 
(Cardiolipin) , Sphingosin { J*-Sphingosin{ ^Spingenin) , 
Dihydrosphingosin (Sphinganin) t Phytosphingosin 
(4-Hydr.otfysphinganin) , '* ,3-Spbingadien , Sphingomyelin, 
Cerebrosid (Gluccocerebrosid , Galactocerebroaid und 
sein Sulfatester, das Sulfatid, Di- t Tri und 
Tetrahexosid, saurem Glycosphingoi ipid (Gangliosid) 
u.a„ Neben dem erwahnten Lysolecithin 
(Lysophosphatidylcholin) konnen noch andere 
Lyaophosphoglyceride (z-B, Lysophosphatidylethanol - 
amin oder Lysophosphat irfylserin) sovie synthetische 
Produkte, die LPA , d.h. die Lysophospholipid-Analoga , 
vrie l-Octadecyl-glycero-3-phosphochoIin r 1-Octadecyl- 
2-methyl-glycero-3-pbosphocholin, l-Stearyl-2-methyl- 
glycorp-3-phosphocholin t Hexadecylphosphorylcholin 
und l^Dodecylpropandiol-3-phosphocholin bzv« die 
ehtsprechenden Derivate (Analoga) des Lyjsophosphat- 
idylserins, dea Lysophosphatt idyla thanolamlns und 
des Lysophosphatidylinoaitols eingesetzt werden. 

2 - Gegebenenfalla konnen diese Verbindungen auch in 

Kombination mit Gal I ensauren t ( rr Chylomicron"-Ef f ckt " ) 
anvrie mit immobi 1 iziorton Lnktinnn odor Protektinen, 
(z-Il.^ ConA/Sephuro3<») Vorwpnd'in^ fimlon. 
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Tumorseloktive Chemo th« rap ie durch Enkapsul ierung 
von cytotoxischen Sub.stanzen in Liposomen und 
Erythrozy ton , die an rfcr Oberflache mit tumor- 
spezif ischrn TmmunRl obul inert (in koval enter 
Bindung) beladen sind. 

Ncben der Stimul i«rung der kbi per e igenen 
ImraiiTiabwehr durch bestiramte in Lipoaomen 
enkapsulierte Substanzen ergibt sich aber auch 
die Moglichkeit, die Liposomen xxirn Transport 
cytotoxischer 5ubstanzen(an die Tumorzielzelle) , 
allein oder in Kombination mit Immunstimulantien, 
einzuaetzen, um eine selektive Abtotung der 
transformierten Zellen bei weitgehender Verschonang 
von gesunden Qevebezellen zu erzielen, wobei die 
Liposomen an der Oberflache rait tumorspezifischen 
Immunglobulinen be lad en sein miissen- 
. Durch Dindung starker- Toxine wie Rizin, Abrin, 
Modeccin, Gelonin, Dipht er ie-Toxin etc an die 
p ( a b ) ^-Fragment e von Immutrg Lobulinen ist es moglich 
Chimaren, sog, "Immunotnxine" zu synthetisieren, die 
die Zielzellen, z.B. die Tumor ze 1 1 en f "aufzusuchen" 
und selektiv abtoten. Folgende dieser Immuno toxine 
hat man schon im Tierexpcriment oder in der 
Gevebekul tor erfolgreich getestet: 

Monoklonales IgM-Fragment gegen das Thy 1,2-Antigen, 
kombiniert mit Rizin A; monoklonate Antikorperfrag- 
mente gegen "ein kolorektales Tumorantigen, kombinieri 
mit Rizin A; ant iidiotyp ische Antikorper gegen 
ImmungLobuline einos I3-Ze I I -Lymphoma , kombiniert 
mit Rizin A ; I*G ( F ) ab ) 2 -Anti serum ffegen L 1 21 o 
Leukemieze lien, kombinicrt mit Diphterie-A- Fragment 
und F(ab) - Ant ilytnphozy ten- Gl abut in , kombiniort 
mit Diphtcrictoxin A. Mit Abrin, konjugiert mit 
Ant i-Thy I - 1 ~F(ab) 0 , konnte Lymx»hom der AKR-Maus e 
erfoLgrflich goh«il t wordan. 

o, COPY 



3 218 12 1 



Auch VinbUstin, Baunomyciti, ADIt , Act incimyr in 0. 
Methothrc^at , 1 -B-D-Arnb inof ui -anosylcy tosiri u-.i . 
wurden als Lipoaom-Enkapsulate getestet unci 
brachten Vorteile ge^enubcr dor* klasaischcn 
Ver«ibreichungsform. 

^•1- Enkapsulierung von Cytotoxika/Cytostat ika - 

ErfindungsgemaQ konnen die bei "Iramtmotoxinen" 
aufgef iihrten Toxine sovie die bishor in Verbindung 
mit Liposomen nicht be.schriebonen Zytostatika df*r 
allgemeinen Klassen Alkylantien ( Busu I Fnn=Mylcran » 
Chlorambucil-Leuker an , Cyclophosphamid=Endoxan= 
Cytoxan t D3M=Myelobromal,HN2=>justar gen, Phenylalanin- 
Mustard, Th±oTEPA=TSPA ,TEM) , Antimetabolite 
(Azacytidin,Cyt03in-arabinosid=Ara-C=Cytosar t 5-FL r =5- 
Fluorouracil t 6-Mercaptopurin=6-MP=Purinethol f 
TTG-Thioguanin) , Mitose-Inhibitorea(Vincristin-iiul Cat : 
Antibiotika (Mitomycin C f 01 eotnyc in , VP- 16 } 
sovie andere Zytostatika ( BCNU f CCNU , cis-Pla t inum (II), 
Hydroxyurea, DTIC»Mitotan=o lP ^DJ)D und Stathmokinetika 
{Colcemide , Anguidin) als Liposom ~ und/oder Erythrozyt 
Enkapsulate eine tumoraclektive Chemothorapie rait 
minimalen Nebenwirkungen ermogl ichen. 

6* 2 * Kovalente Bindung der Liposome an HPD 

Das HPD(=Haematoporphyrin-Derivat) wird laut 
neuester amerikan. Literatur selektiv an Tumorsevebe 
gebunden. Man kana daher die Lir>osomen (an Stelle 
der Ig) an HPD aaaoziieren bzw. kovalent binden 
und als Transpor tmi 1 1 el fur- Zyt >statika und Toxina 
anwenden. 

6 -3* Kovalente Bindung der Liposome an Hormone 

(bei horraonabhangigen Tumoren) 

Bei hormonabhangigen Tumoren wie Prostata- und 
MamiJia-Tumoren 1st eine kovalente Bindung 
(Konjugierung) von Lipoaom-VTesikeln an synthe tiacho 
bw. halbaynthetische Hormone mogJich, da die 
Hormonrozoptnren die Or ganac i ek t ivi t at ormogl icht^n. 
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Kovalente Bindung er Liposome an Tumormarker 

Interessant ist auch eine Konju^ierang von 
Liposom-Vosikeln an CEA , AFP und Tennessee-Antigen, 
wenn die.se Turaorant igene durch Anreicherung 
und Reinigung z.b. rait Hiire von HPLC , 
praparativer Elektrofokussierung * Affinitats- 
chromatographie Oder- Chromatofokussierung zur 
Verfiigung atehen. 

Tumorzellproliferationsbeeinflussende Substanzen 

Von Interesse sinrf, bet direkter oder indirekter 
iiber Liposotn-Transportvesikeln Applikation, 
Substanzen wie Auxine » indol subs tituiert e 
Carbonsauren (Indolyl-3-buttersaure) » naphtyl-bzw. 
phenyl subst i tuiert e Essigsauren( 1-Naph ty lessigsaure ) , 
Derivate von Phenoxycarbonsauren { 2 f 4- Dichlorphenoxy- 
essigsaure ; 2 , 4 f J-Trichlorphenoxy-essigaaure ; 
2-Methyl- , t"Chiorphenoxy-essigsaure} und Derivate 
der Naphtoxycarbonsauren(2-Naphtoxy-essigsaure) 
wegen der Beeinflussung der Tumorzel lprolif erat ion . 
Cytocbalasin 

An Antitumor-Ig kovalent gebundene Liposomen kbnnen 
auch Trager von Cytocbalasin setn, welches 
Storung der Kern-Cytoplaama-Intaraktion in der 
Tumorzelle verursacht. 

Spezifische Inhibitoren von CoUagenase III und IV 

Nach den allcrncues ten Erkenntniasen 
amerikanischer Foracher sind CoUagenase Til und 
IV (ala Exoenzyme) das Merkmal, der Selektiong- 
vorteil, der die meta.itasierenden Tumorzellinien 
von den nich t -me tas tas ierenden Subpopulat ionen 



~"«a£. 3218121 



unterscheidet. Eihe Enknpsul i «r ung von 
spezifischen Colla S cna 9 e-IIenimcm(z.B. von 
Collagen-Antimetaboliten/Strukturanaloga) 
in mit Antttumor-Ij belndenen Liposoai- 
Vesikeln 1st daher von Interessft. 
Butyrat 

Butyrat indu/.iert als "reverse transformation 
agent" Vachstumshemmung und/oder morphologisclic 
und biochemische Redifferenzierung trans- 
formierter Zellen. 

Ini folgenden wird die Erfindung anhand eines 
BelspieLs naher erlSutert . 

Beispiel 

Phosphatidyl chol in (aus Hiihnerei) und 
Phosphatidyl serin (aus Rindergehirn) kbnnen in 
chromatographischer Reinheit fcommerziell 
hezogep werden. 

Zur Herstellung von multilamellar en Vesikeln 
kann man beide Phospholipid© im 1:1- oder 
ini 7:3-molaren Verhaltnis in Chloroform 
auflfisen. Vorteilhaft 1st cine 4, 95* 4 . 95 : o , 1- 
molare Mischung von Ei-Phosphatidylcholin, 
Rinder-Phosphatidylserin und Lysolecithin , 
gelbat in Chloroform, weil sich 
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im Verauch gesteigt hatte, dart die dabei entstehenden 
Liposotnen negative Ladui g bzwr. ein Zeta- Potent ial 
aufweisen, welches eine ctwa 12fach erhohte Phagotytose 
bzw. Membranfusionierung ala beispielsv/e ise die 
elektrisch neutralen Liposotnen aus Ei-Phosphn t idylchol in 
zur Folge hat- 

Kach der Choroformvordampfung im Rotationsverdampfer we r den 
wasser Los 1 iche Immunost imulatoren im mi t 5~lo?6 FCS (PBS-Foetale 
Kalbserum) veraehenen Zellkulturmedium (z.B. RPMI l64o oder 
CMEM oder TC 199 oder HBSS) zugesetzt, die Mxschungmit 
einem hochtourigen Gerat 2o-6o min lang emulgiert und die 
ent stand enen , Teatsubstanz enthaltenen Liposotnen durch 
aaf Injektionsspritzen aufschraubbaren Milliporefiiter 
filtriert. Die Liposome werden auF einen Totallipidgehal t 
von ca IjiMol/ml Zellkulturmedium eingestellt und aollten 
nicht langer ala 2*k Stunden stehen. Der durchschnit tliche 
Liposomeninhalt soil ca 2-3iL-lo?6 pro Mol Phospholipid 
betrageti. Das Lipoaora-enkapsulierte Material soil den zu 
stimulierenden Makrophagen in einer Dosierung gegeben 
werden, daft loo j+Mol Phospholipid auf I, io^ Makrophagen 
anfal 1 en - Diese Liposomdosierung entspricht einer 
absoluten Menge von ca o,25pl dea enkapsulierten Materials 
pro 1 , lo Makrophagen. 

Vahrend bei der mcchanischcn Mi sc Hung der nach Abdarapfen 
des organischen Losungsmi t te I s und 11 Emu lgie rung" im. 
wassrigen Medium entstehenden Liposomen Vesikeln rait 
einem durchschni t t 1 ichen Durchmcssor von 5-5ojJra entstehen, 
kann der raittiere Durchmesser durch Ul t raschal 1-Behandlung 
der "Emulsion" auf o,o5pn herabgesetzt werden. Die 
mochaniach erzeugten Liposomen sind aus konzentriachen 
Phosphol ipid-Biiayern multilamellar aufgebaut , wabei der 
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interlameilare Raura 5/4-758 betrajt- Die durchschnitt I iche 
Schichtdicke der Pho^pho I ip Ld-Bi 3 ayer betragt 5o X. In 
diese Zwiachenraumt; vrird das vrasscrlosl iche Material 
wie Immunost imul atoren bzw. Cytostatika und Lektine, 
in die Liposom-Bi layer die 1 ipoph i len Verb indung(;n elnsebnut. 
Dei nicht-molekulardispcraen Virksubstanzen wircl dicier 
re^elmHRis konzentrischc Aaf >au gestort t es kommt viel mehr 
zu einer Art Beladung der part ikularen Ef f ektormaterialen 
mit tnultilaraellarer LiposomauBenschicht. Die fehlende 
Antigenitat der LiposomauRenschicht verhindert Immunant- 
worten vom verzpgerten Typ bei sleichzeitig erleicht erter 
Membranannaherung und Fusion. Durch Ersatz von 
Dicetylphosphat in einera 7: 2 : 1-Gem isch von 
kezithin, Cholesterol und Dicetylphosphat durch 

Stearylamin kann die negative Oberf lachenladung des Liposoois 
zur positiven umgewandelt werden- Dies ist desbalb von Dedeutun 
da man beisp ielswiese von Proteinen, die bei pH7 t o-7 t 't positiv 
Seladen sind t weift , dafi sie wesentlich hbhere Imraunogcaitat" 
aufweisen, vrenn sie in positiv geladenen Liposomen 
enkapauliert werden. Auch das Leztthin: Cho 1 es tero 1-Verha i tnis 
ist wichtig. Giinstis ist oft die Oberf lachenbeladung der 
Liposomvesikeln mit denaturierten Immunglobulinen und 
(aktivem) C3-Komplement . Gunstig ist, *fie an?derer Stelle 
erwahnt, die sleichzei t i S e AppXikation von Adjuvant ten wie 
Saponin, M, tuberculosis, B. pertussis u.a- Bei Liposom- 
Injizierung entstehen an der Injektionsstelle keine 
Granulome, Liposomen zeigteti bei der Anwendung beim 
Menschen keinerlei ncgativen Effekte, eine rapide 
Mobilisieruns von der Injektionsstelle und eine 
betrachtXiche Retent ionszeit in der Lymphknoten. Liposomen 
sind biodegradierbar. 
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